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Souhrn
Východiska: V souvislosti se zavád ním inhibitor  aromatázy do adjuvantní lé by karcinomu prsu je asto diskutována možnost 
predikce selhání lé by tamoxifenem z parametr  primárního nádoru. Proto jsme se pokusili ov it n které z nich, uvád né v této 
souvislosti,  v retrospektivní studii. Materiál a metody: Z  pacientek klinického stadia I-III operovaných pro karcinom prsu na MOÚ 
v letech 1998-2000 byly vyhledány p ípady lé ené v adjuvanci tamoxifenem pro dobu 5 let, p ípadn  do relapsu onemocn ní. Na slo-
žených blocích z archivního parafi nového materiálu, z t chto 179 p ípad  byla provedena imunohistologická stanovení estrogenového 
receptoru alfa (ER), progesteronového receptoru (PR) a Ki67. Dále byla vyšet ena in-situ hybridizací amplifi kace Her-2 a genu pro 
cyklin D1. Výsledky: 54 pacientek relabovalo b hem sledování. Z klasických prognostických parametr  jsou v jednorozm rné regres-
ní analýze bezp íznakového p ežití významnými rizikovými faktory p ítomnost více než t í uzlinových metastáz (RR=4,5 p<0,001) 
a grade 3 (RR=2,3 p=0,035). Z biologických  parametr  zvyšují riziko relapsu zejména amplifi kace cyklinu D1 (RR=3,06 p<0,001), 
amplifi kace Her-2 (RR=2,4 p=0,002) a negativita PR (RR=2,1 p=0,013). Ve vícerozm rném regresním modelu však vymizel význam 
negativity PR (RR=1,6 p=0,128) a vedle klinického stadia III proti I-II (RR=2,6 p=0,003) se uplatnila jen amplifi kace cyklinu D1 
(RR=2,7 p=0,001) a amplifi kace Her-2 (RR=2,1 p=0,014). Pokud byly pacientky s adjuvantní chemoterapií posuzovány odd len
(N=77), žádný z klinickopatologických ani biologických rizikových parametr  nedosáhl statistické významnosti ani v jednorozm rné
analýze. Ve vícerozm rné analýze pacientek bez adjuvantní chemoterapie (N=102) se vedle klinického stadia III proti I a II (RR=6,9 
p=0,001) uplatnila významn  pouze amplifi kace Her-2 (RR=4,5 p=0,001). Záv r: Výsledky potvrzují prioritu klinického stadia jako 
prediktoru selhání adjuvantní lé by u pacientek s ER pozitivními nádory. Jako významné biologické parametry se jeví amplifi kace 
Her-2 a amplifi kace cyklinu D1. Jejich prediktivní hodnota však klesá pokud je pacientkám podána adjuvantní chemoterapie. Nelze 
tedy vylou it, že cyklin D1 je spíš prognostickým, než prediktivním faktorem selhání adjuvantní lé by tamoxifenem.

Klí ová slova: karcinom prsu, tamoxifen, Her-2 geny, Cyklin D1, progesteron, receptory, p ežití po terapii bez p íznak  nemoci.

Summary
Background: The latest clinical trials indicate better performance of aromatase inhibitors, compared to tamoxifen, in adjuvant hormono-
therapy of breast carcinoma. The identifi cation of molecular markers, predicting resistance to tamoxifen, could help to identify patients, 
which are most likely to benefi t from aromatase inhibitors in up-front adjuvant hormonotherapy. Material and methods: Tissue microar-
rays were constructed from archival paraffi n blocks of primary tumors of 179 patients with estrogen receptor positive operable breast 
carcinoma in stage I-III, subsequently treated with tamoxifen for fi ve years or until relapse, with at least 7 years follow up available. The 
amplifi cations of Her-2 and cyclin D1 genes were evaluated by fl uorescence in-situ hybridization. The level of progesterone receptor 
(PR) and Ki67 were estimated by immunohistochemistry. Results: 54 of above patients recurred during follow up. In univariate analy-
sis of disease free survival, the presence of more than three nodal metastases (RR=4,5 p<0,001), grade 3 (RR=2,3 p=0,035), cyclin D1 
(RR=3,06 p<0,001) and Her-2 (RR=3,06 p<0,001) amplifi cations were identifi ed as signifi cant risk factors, together with the negativity of 
PR (RR=2,1 p=0,013). In multivariate analysis, only clinical stage III (RR=2,6 p=0,003), cyclin D1 (RR=2,7 p=0,001) and Her-2 (RR=2,1
p=0,014) amplifi cations proved signifi cant. In 77 patients who received adjuvant chemotherapy no statistically signifi cant risk factor was 
identifi ed. In multivariate analysis of 102 patients without adjuvant chemotherapy only stage III (RR=6,9 p=0,001) and Her-2 amplifi -
cation (RR=4,5 p=0,001) were confi rmed. Conclusion: The advanced clinical stage, cyclin D1 and Her-2 gene amplifi cations represent 
factors, predicting the failure of adjuvant tamoxifen treatment, but their predictive value is much lower in patients receiving adjuvant che-
motherapy. This fact indicates, they can refl ect the common biological aggressiveness of tumor and need not to be tamoxifen specifi c.

Key words: breast cancer, tamoxifen, Her-2 genes, Cyclin D1, progesterone, receptors, disease free survival.

Úvod
P ibližn  70% karcinom  prsu exprimuje v dob  diagnózy 
estrogenové (ER) a/nebo progesteronové (PR) receptory, 
které jsou dnes nejd ležit jším a jediným standardn  vy-

šet ovaným prediktivním faktorem pro hormonální lé bu.
Výsledky  klinických studií opakovan  potvrdily p ínos
adjuvantní lé by tamoxifenem proti placebu. P tiletá ad-
juvantní lé ba tamoxifenem snižuje mortalitu o 28% a ri-
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ziko kontralaterálniho karcinomu prsu o 50% u žen s po-
zitivními estrogenovými receptory (1). V sou asnosti však 
za ínají tamoxifen v adjuvantní lé b  nahrazovat inhibi-
tory aromatázy t etí generace, ke kterým pat í anastrozol, 
letrozol a exemestan. Stanovení molekulárnich marker ,
které by pomohly predikovat lé ebnou odpov  na tamo-
xifen a byly by vhodné pro rutinní vyšet ení, je nanejvýš 
žádoucí.
Mnohé molekulární a genetické mechanismy mohou hrát 
roli v mechanizmu rezistence na lé bu tamoxifenem. Nej-
více diskutovaným a zkoumaným genetickým markerem   
je overexprese onkogenu HER-2 na podklad  amplifi kace. 

ada prací potvrdila její význam v prognóze onemocn -
ní ale i možné ú asti na vzniku rezistence k hormonální 
lé b  tamoxifenem.(2,3) Tento fakt je vysv tlován in-
terferencí signálních drah  receptor  pro r stové faktory 
(nap . EGFR, HER-2, IGFR1 a další), které mohou fos-
forylovat AF-1 doménu ER. Tato fosforylace m že pro-
b hnout  jak cestou Ras/MEK/MAPK kinázové signální 
dráhy, tak i  cestou PI3K/Akt kinázové signální dráhy (4). 
K nejvíce citovaným pat í De Laurentiisova  metaanalýza 
12 klinických studií s hormonální lé bou metastatického 
onemocn ní karcinomu prsu, ve které hodnotili klinickou 
odpov  v závislosti na expresi HER-2. Metaanalýza pro-
kázala horší klinickou odpov  pacientek s metastatickým 
onemocn ním a overexpresí HER-2 na hormonální lé bu.
Relativní riziko pouze pro pacientky lé ené tamoxifenem 
bylo 1.33 (95% CI, 1.20-1.48; p<0.00001) (5). Výsledky 
t chto prací zvažoval ve svém doporu ené pro adjuvantní  
hormonální lé bu postmenopauzálních žen  i panel odbor-
ník  na konferenci v St Gallen 2007. Iniciální lé bu inhi-
bitorem aromatázy doporu il u pacientek s vyšším rizikem 
nebo u pacientek s overexpresi HER-2. (6)
Druhým nej ast ji diskutovaným, navíc rutinn  stanovo-
vaným markerem  rezistence k tamoxifenu je stav PR. N -
kolik klinických studií p edpokládá, že vysoká signalizace 
r stových faktor  m že být spojena s poklesem exprese 
absolutních hladin ER a  PR u karcinomu prsu (7). Aprino 
a spolupracovníci publikovali v roce 2005 zajímavé vý-
sledky retrospektivní studie. 11399 pacientek bylo lé eno
v adjuvanci tamoxifenem. U pacientek ER+/PR+ nebyla 
exprese HER1 ani HER2 spojena s kratším intervalem 
bez nemoci nebo celkovým p ežíváním. Na rozdíl od toho 
u pacientek s nádory ER+/PR- byla overexprese HER1 
i HER2 spojena se signifi kantn  kratším p ežíváním bez 
nemoci . Výsledky studie podporují hypotézu, že exprese 
PR je náhradním markerem pro m ení aktivity signální 
dráhy HER1 a/anebo HER2 (8).
Chromozom 11 obsahuje úsek 11q13, který je bohatý na 
onkogeny a který je amplifi kovaný asi u 15% primárních 
karcinom  prsu (9). Nejvíce studovaným onkogenem této 
oblasti je CCND1, který kóduje regula ní protein bun -
ného cyklu protein cyklin D1. Krom  toho, že p sobí na 
vstup bun ného cyklu do fáze G1 má i funkci, která je 
nezávislá na cdk (cyclin dependent kinase). Jednou z nich 
je i aktivace  ER alfa nezávislá na ligandu, která se d je
p ímou vazbou. M že tím zp sobit necitlivost nádoru na 
antiestrogenní lé bu (10).
P edpokládaným mechanizmem podpory tamoxifenové 
rezistence mutací p53 je zejména „gain of function“, tedy 

onkogenní ú inek n kterých mutovaných forem p53, pro-
jevující se zejména zvýšením exprese EGFR, IGFR, myc 
a VEGF. Uplatnit se m že i pozorované zvýšení exprese 
MDR-1 (multidrug resistance) genu, p ípadn  blokování 
apoptózy (11). 
Další signální dráha, která m že ovliv ovat aktivitu ER, je 
signální dráha PIK3 (phosphatidyl-inositol-3-OH kinase). 
Jednou z komponent signální dráhy PI3K je serin/threonin 
protein kináza AKT, aktivace které má prolifera ní a an-
tiapoptotický ú inek. Studie in vitro p edpokládají, že Er 
alfa se m že vázat s p85a, která je regula ní podjednotkou 
PI3K, což vede k aktivaci dráhy AKT (12). AKT m že být 
cílem signálních drah i pro jiné receptory, jako IGF-1R, 
EGFR a HER-2. Vzájemný vztah ER a PIK3 je recipro ní
a tak PI3K aktivuje AKT, která fosforyluje ER a zp sobuje
jeho aktivaci (13).
Naším cílem bylo najít prediktivní markery rezistence 
na tamoxifen. V naší p echozí práci (14) jsme vycházeli 
z toho, že jejich zastoupení by m lo být relativn  vysoké 
ve vzorcích nádor , které vyrostly p i lé b  tamoxifenem 
a p ípadn  i v primárních nádorech následovaných relap-
sem, ve srovnání s neselektovanými nádory. Takto jsme 
identifi kovali amplifi kaci Her-2, amplifi kaci cyklinu D1 
a negativitu PR. V nyní p edkládané studii jsme se poku-
sili tyto parametry ov it multiparametrickou analýzou 
rozsáhlejšího souboru, zahrnující i sledované pacientky 
bez dokumentovaného relapsu onemocn ní a kompletní  
klinicko-patologické parametry. 

Materiál a metody
Výb r pacientek
Z pacientek klinického stadia I-III operovaných pro pri-
mární karcinom prsu na MOÚ v letech 1998-2000 s do-
stupnými parafi novými bloky primárního nádoru byly 
vyhledány p ípady lé ené v adjuvanci tamoxifenem pro 
dobu 5 let nebo do relapsu onemocn ní, bez ohledu na 
p ípadnou adjuvantní chemoterapii a/nebo radioterapii. 
Takto bylo vyhledáno celkem 192 pacientek. Ve 13 p ípa-
dech nebyla následujícím postupem potvrzena pozitivita 
estrogenového receptoru (tamoxifen nasazen na základ
stanovení z cytosolu) a pro hodnocení bylo dále uvažová-
no jen 179 pacientek.
Zpracování materiálu
Z vyhledaných archivních parafi nových blok  byly pomocí 
manuálního tissue arrayeru TA1 (A. Fintajsl, Brno) zpra-
covány složené parafi nové bloky (tissue microarrays, dále 
TMA) na kterých byla b žným zp sobem po oživení anti-
genu v 0,01 M citrátovém pufru pH 6,0 provedena imuno-
histologická stanovení estrogenového receptoru alfa (dále 
ER), progesteronového receptoru A+B (dále PR) a Ki67 
pomocí králi ích monoklonálních protilátek (Labvision, 
USA). Vazba protilátek byla detekována sekundární proti-
látkou s polymerovým systémem  zna eným peroxidázou 
UltraVision LP (Labvision, USA) a diaminobenzidinem 
(DAKO, Dánsko). Amplifi kace Her-2 a cyklinu D1 byla 
stanovena pomocí in-situ hybridizace lokus specifi ckých 
a centromerických DNA prób (Abbott, USA). Podrobnosti 
o reagenciích a protokolech uvádí tabulka . 1. V p ípad
nereprezentativnosti nebo ztráty materiálu v TMA bylo 
vyšet ení provedeno na p vodním bloku.
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Statistická analýza
Byla použita analýza kontingen ních tabulek (Pearson v
chí kvadrát test, p ípadn  pro tabulky 2x2 Fisher v test). 
Pro spojité parametry byl použit t-test a U-test. K ivky
p ežití byly hodnoceny dle Kaplana-Meiera, jednorozm r-
nou a vícerozm rnou Coxovou regresí.

Výsledky
Jednorozm rná analýza klinickopatologických a biolo-
gických parametr  vzhledem k bezp íznakovému p ežití.
Z jednorozm rné analýzy (tabulka . 2, obr. . 1) jedno-
zna n  vyplývá priorita p ítomnosti a p ípadn  po tu
metastáz v axilárních uzlinách jako prediktoru relapsu, 
p ípadn  spolu s gradem. Z biologických parametr  se vý-
znamn  uplat uje amplifi kace genu pro cyklin D1, ampli-
fi kace Her-2 a negativita PR. Pacientky pod 46 a nad 70 
let mají relaps  relativn  více, ve druhé skupin  se mohlo 
uplatnit nepodání adjuvantní chemoterapie (podána zde 
jen ve 3 p ípadech z 31)
Jednorozm rná analýza však není vzhledem k význam-
ným vzájemným závislostem sledovaných parametr
zcela relevantní. V našem souboru šlo zejména o korelaci 
mezi výskytem uzlinových metastáz na jedné stran  a PR 
negativitou spolu s Her-2 amplifi kací na stran  druhé. Tyto 
závislosti jsou p ehledn  sumarizovány v tabulce . 3. 

Další komplikace do hodnocení m že vnášet adjuvantní 
chemoterapie. Jako p íklad lze uvést rozdíl ve vlivu adj-
uvantní chemoterapie na výskyt relapsu p i rozd lení sou-
boru podle p ítomnosti  uzlinových metastáz (obr. . 2). 
Zatímco pacientky bez metastáz p ežívají po podání adj-
uvantní chemoterapie relativn  h e (jedná se z ejm  o d -
sledek p ítomnosti dalších rizikových faktor  pro které 
byla chemoterapie indikována), u pacientek s pozitivními 
uzlinami je z ejmý benefi t z podání chemoadjuvance. Ne-
gativní vliv Her-2 amplifi kace na benefi t z adjuvantní lé -
by tamoxifenem se pak uplat uje pouze u pacientek které 

Tabulka . 1.:  P ehled protilátek, hybridiza ních prób a protokol

p v o d n í  p r á c e

Tabulka . 2:  Jednorozm rná analýza klinických a biologických para-
metr , * p<0.05

Obr. 1.:  Bezp íznakové p ežití v souboru podle vybraných parametr , 1A Stadium 1=I (N=59) 2=IIA (N=58) 3=IIB (N=33) 4=III (N=29) p<0.001, 
1B Grade 1 (N=51)  2 (N=98) 3 (N=30) p=0,031 pro 1+2 proti 3, 1C V k 1 pod 45 (N=19) 2 46-60 (N=85) 3 61-70 (N=44)  4 nad 70 (N=31), 1D PR 
1=negativní (N=38) 2=pozitivní (N=141) p=0,012, 1E Cyklin D1 amplifi kace 1 ne (N=153) 2 ano (N=26) p<0.001, 1F Her-2 amplifi kace 1 negativní 
(N=145) 2 pozitivní (N=34) p=0,004
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Tabulka 3: Vzájemné korelace klinicko-patologických a biologických 
parametr  v souboru
V horním ádku je vyzna en p ítomný trend závislosti, v dolním hodnota 
p pro statistickou významnost. * p<0.05

Tabulka 4:  Vliv rizikových faktor  na bezp íznakové p ežití u pacientek 
s karcinomem prsu identifi kovaný jednorozm rným Coxovým modelem.

Tabulka 5:  Vliv rizikových faktor  na bezp íznakové p ežití u pacientek 
s karcinomem prsu identifi kovaný jednorozm rným Coxovým modelem 
– pacientky bez adjuvantní chemoterapie. 

Obr. 2:  Souvislost podání adjuvantní chemoterapie s bezp íznakovým
p ežitím v závislosti na výskytu uzlinových metastáz
Chemoterapie 1 ne 2 ano
2A pN0 p=0,021 (N1=71 N2=11)
2B pacientky s pozitivními uzlinami p=0,051 (N1=33 N2=64)

Obr. 3:  Souvislost Her-2 amplifi kace s bezp íznakovým p ežitím p i
rozd lení souboru podle podání adjuvantní chemoterapie
Her-2 amplifi kace 1 ne 2 ano
3A chemoterapie ne p<0,001 N1=90 N2=14)
3B chemoterapie ano p=0,055 (N1=55 N2=20)

Obr. 4:  Souvislost stavu progesteronového receptoru s bezp íznakovým
p ežitím v závislosti na podání chemoterapie.
PR 1 negativní  2 pozitivní
4A chemoterapie ne p=0,071 (N1=17 N2=87)
4B chemoterapie ano p=0,132 (N1=21 N2=54)

Obr 5:  Souvislost amplifi kace cyklinu D1 s bezp íznakovým p ežitím v 
závislosti na podání chemoterapie
Cyklin D1 amplifi kace 1 ne 2 ano
5A chemoterapie ne p<0.001 (N1=86, N2=18)
5B chemoterapie ano p=0.151 (N1=67  N2=8)

nedostaly chemoterapii (obr. . 3). Vliv negativity PR (obr. 
. 4) a amplifi kace cyklinu D1 (obr. . 5) však z ejm  není 

na podání adjuvantní chemoterapie tolik závislý.

Výsledky jednorozm rné analýzy Coxovou regresí (tabulka 
. 4) jsou obdobné. Zvýšení relativního rizika relapsu je z ej-

mé u pacientek v pokro ilejším klinickém stadiu a s vyšším 
gradem nádoru. Z biologických parametr  se uplat uje am-
plifi kace cyklinu D1 a Her-2, spolu s PR negativitou.

Pokud se však pacientky posuzují odd len  podle podání 
adjuvantní chemoterapie, pak pouze ve skupin  bez che-
moterapie (tabulka . 5) jsou rizikové faktory statisticky 
významné.

Ve skupin  s adjuvantní chemoterapií jsou trendy zvýšeného 
rizika vesm s zachovány, jsou však mén  výrazné a v naší 
sestav  nedosahují statistické významnosti.  (tabulka . 6).
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Tabulka 6: Vliv rizikových faktor  na bezp íznakové p ežití u pacientek 
s karcinomem prsu identifi kovaný jednorozm rným Coxovým modelem 
– pacientky s adjuvantní chemoterapií. 
* Stadia I a II musela být slou ena z d vodu malého po tu pacientek ve 
stadiu I.

Tabulka 7:  Vliv rizikových faktor  na bezp íznakové p ežití u pacientek 
s karcinomem prsu identifi kovaný vícerozm rným Coxovým modelem 
v celém souboru.

Tabulka 8:  Vliv rizikových faktor  na bezp íznakové p ežití u pacientek 
s karcinomem prsu identifi kovaný vícerozm rným Coxovým modelem u 
pacientek bez chemoterapie

p v o d n í  p r á c e

Vícerozm rná analýza klinickopatologických a biologic-
kých parametr  vzhledem k k bezp íznakovému p ežití
Coxovou regresí.
Do vícerozm rné analýzy byly zahrnuty parametry vý-
znamné v jednorozm rné analýze. Parametr pN nebyl po-
užit vzhledem k významné korelaci s klinickým stadiem. 
P i analýze celého souboru (tabulka . 7) se významné 
prediktory relapsu redukovaly na klinické stadium, am-
plifi kaci cyklinu D1 a Her-2. Negativita progesteronového 
receptoru se jako samostatný významný rizikový faktor 
neprojevila. Ve skupin  bez podání adjuvantní chemotera-
pie však vícerozm rný model identifi koval pouze klinické 
stadium a Her-2 amplifi kaci jako samostatné významné 
prediktory relapsu (tabulka . 8).

Záv r
Z klasických prognostických parametr  jsou v jednoroz-
m rné regresní analýze bezp íznakového p ežití význam-

nými rizikovými faktory p ítomnost více než t í uzlinových 
metastáz a grade 3 proti gradu 1 a 2. V jednorozm rném
modelu zvyšují riziko relapsu z biologických  parametr
zejména amplifi kace cyklinu D1, amplifi kace Her-2  a ne-
gativita PR. P i hodnocení jednorozm rné analýzy je však 
nutné mít na pam ti práv  vzájemnou korelaci jednotli-
vých parametr  (tabulka .3). Nap .Her-2 pozitivní nádory 
mají podle naší analýzy ve vyšším procentu pozitivní axi-
lární uzliny a bývají ve vyšším procentu PR negativní. To 
se projeví ve výsledcích vícerozm rného Coxova regres-
ního modelu, kde vymizel význam negativity PR  a vedle 
klinického stadia III proti I a II se uplatnila jen amplifi ka-
ce cyklinu D1  a amplifi kace Her-2. Pokud jsme hodnotili 
pouze  pacientky bez adjuvantní chemoterapie, významn
se  uplatnila  pouze amplifi kace HER-2.

Diskuse
P i hodnocení prediktivních faktor  ve vztahu k odpov dí
na lé bu je pot eba opatrnosti p i hodnocení výsledk .  Je 
tedy možné, že tyto biologické markery souvisí spíše s bi-
ologickou agresivitou nádoru, nemusí být specifi cké pro 
adjuvantní hormonoterapii tamoxifenem, a mohou se uplat-
nit lépe jako prognostický, než prediktivní faktor. V našem 
souboru jsme hodnotili prediktivní markery rezistence pou-
ze v souvislosti s tamoxifenem. Více retrospektivních prací 
potvrdilo prediktivní význam negativity HER-2 ve vztahu 
k hormonální lé b  tamoxifenem (2,3,5). Je však možné, 
že se jedná o prediktivní marker rezistence na hormonál-
ní lé bu obecn  a navíc jde o soubory s omezenou statis-
tickou sílou. Velké adjuvantní klinické studie srovnávající 
adjuvantní lé bu tamoxifenem a IA (nap . studie BIG 1-98) 
zatím nepotvrdily lepší lé ebný výsledek IA u pacientek 
s overexpresí Her-2 nebo negativitou PR (15). Pouze nová 
analýza klinické studie ATAC (16) v dob  sledování 100 
m síc , které výsledky byly prezentovány na SABCS ( San 
Antonio Breast Cancer Symposium) 2007, potvrdila p ínos
lé by IA proti tamoxifenu v parametru doby do rekurence 
u pacientek s negativním progesteronovým receptorem a to 
bez ohledu na základní a lé ebné charakteristiky jednot-
livých podskupin (stav uzlin, p edchozí lé ba atd.). Další 
práce by tedy m la být zam ena na srovnání bezp ízna-
kového p ežití vysoce rizikových pacientek, lé ených pri-
márn  v adjuvanci IA, s obdobnými pacientkami lé enými
tamoxifenem, vzhledem k uvažovaným prediktivním para-
metr m.
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